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Resumo: Os flavonoides sdo compostos de origem vegetal, utilizados na
indUstria como corantes, aromatizantes e flavorizantes. A Naringina € um
flavonoide, da classe das flavanonas, presente em muitos vegetais,
principalmente em frutas citricas, e possui conhecidas ac¢des antioxidantes e
anti-inflamatérias. Dessa forma, é importante compreender melhor os efeitos
causados por esse composto, pois 0 ser humano esta exposto a muitos
vegetais que contém este flavonoide. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
verificar uma possivel atividade genotoxica da Naringina em células de
adenocarcinoma mamario humano (MCF-7), por meio do ensaio do Cometa.
Foi observado que o flavonoide Naringina, ndo apresenta atividade
genotoxica o que, provavelmente, pode contribuir para uma melhora da
gqualidade de vida daqueles que o consomem.

Introducéo

A alimentacdo humana vem sendo alvo de muitos estudos. Isso acontece,
pois ela é a principal porta de entrada para o organismo, de substancias
desconhecidas. Essas substancias podem ser benéficas ou maléficas, para
o ser humano (SERVAN-SCHREIBER, 2008).

Nesse contexto, os flavonoides séo altamente investigados, pois algumas de
suas atividades j4 sdo conhecidas, mas ainda existem muitas lacunas a
serem preenchidas. A Naringina é um flavonoide, da classe das flavanonas,
presente em muitos vegetais, principalmente em frutas citricas e possui
conhecidas ag¢des antioxidantes e anti-inflamatoérias (FANG et al., 2006).

Em relacdo aos experimentos in vitro, varios tipos celulares sdo usados para
a realizacdo dos mesmos, dentre eles, a linhagem celular MCF-7,
proveniente de adenocarcinoma mamario humano. Esse tipo celular € muito
utilizado para estudos do cancer de mama, pois mesmo sendo uma
linhagem transformada, manteve as caracteristicas do tecido epitelial
glandular de origem (GOLDEK, 1990).
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Vérios testes sao feitos para avaliar as atividades de diversos compostos
dentre eles, o Ensaio do Cometa avalia os danos primarios causados ao
DNA, seja por agentes quimicos ou fisicos, conhecido principalmente, por
ser um teste simples e confiavel. Consiste basicamente em depositar as
células, apés tratadas e lisadas, em um filme de agarose sobre uma lamina,
gue é entdo submetida ao principio da eletroforese (GYORI et al., 2014).
Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi investigar o possivel potencial
genotéxico do flavonoide Naringina, por meio do Ensaio do Cometa, em
células de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7).

Materiais e Métodos

Para o Ensaio do Cometa foi utilizado o protocolo segundo Tice et al. (2000)
e para isso foram montados 15 frascos de culturas de 25cm2 com 10° células
da linhagem MCF-7, com meio de cultura DMEM suplementado com 10% de
soro bovino fetal.

ApoOs 24 horas de estabilizagdo, o0 meio de cultura foi descartado e
substituido pelas seguintes solugdes: Controle: 3 frascos com meio de
cultura DMEM suplementado com soro bovino fetal; Agente genotoxico: 3
frascos com Benzo[a]pireno 80pg/mL; Tratamentos: 3 frascos com solucdo
de Naringina 50uM; 3 frascos com solucdo de Naringina 100uM; 3 frascos
com solucdo de Naringina 150uM. Apds 3 horas de tratamento as células
foram tripisinizadas, centrifugadas e colocadas em laminas pré-gelatinizadas
com agarose. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em solugéo de
lise por 2 horas. ApoOs isso, foi realizada a eletroforese, por 20 minutos
(300mA e 25V).

As laminas foram neutralizadas e coradas com brometo de etideo para
observacdo em microscopia de fluorescéncia. A andlise estatistica foi
realizada com o Teste ANOVA seguido do Teste de Dunett, comparando os
resultados dos tratamentos com o controle. Foi considerado estatisticamente
significativo **p < 0,01.

Resultados e Discusséao

Os resultados obtidos com a analise em microscopia de fluorescéncia
encontram-se na Figura 1. Os testes demonstraram que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre o controle e qualquer uma das
concentracfes (50uM, 100uM e 150uM) testadas da Naringina. Além disso,
todos os tratamentos e o controle apresentaram grande diferenca estatistica
em relacdo ao resultado do tratamento com o agente genotoxico.

Outros trabalhos também demonstraram a mesma atividade deste
flavonoide, que nessas concentragdes, nao foi capaz de induzir nenhum tipo
de dano celular ou molecular, tanto em experimentos in vitro, quanto in vivo
(ALVAREZ-GONZALEZ et al., 2002). Tripoli et al. (2007) observaram por
meio do teste de citotoxicidade do MTT, em células PC12, pré-tratadas com
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a Naringina, que estas ndo foram lesadas pelo peroxido de hidrogénio
(H20>), que é um conhecido agente citotoxico.

Os resultados obtidos corroboram com o que foi observado por Buzo, et al.
(2014). Segundo os autores, a Naringina também foi incapaz de causar dano
no DNA de células tumorais de figado (HepG2/C3A), quando foi realizado o
Ensaio do Cometa.

Por outro lado, segundo o estudo feito por Bacanli et al. (2015), altas
concentracbes de Naringina podem ter um efeito protetor nas células,
diminuindo a quantidade de micronucleos observados e também protegendo
o DNA contra o dano provocado por peroxido de hidrogénio.

Portanto, visto que a Naringina ndo € capaz de induzir dano, trabalhos que
investigam seu efeito protetor devem ser preconizados. Além disso, devido
aos resultados obtidos por Bacanli et al. (2015), também faz-se necessario a
investigacdo da seguranca do uso de altas concentracdes desse flavonoide.
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Figura 1 — Escore de danos observado em células de adenocarcinoma mamario humano
(MCF-7), ap6s tratamento de 3 horas, com o flavonoide Naringina, nas concentragfes de
50, 100 e 150 uM. Benzo[a]pireno = 80ug/mL e Controle = DMSO < 1%.

** Diferenca significativa em relacéo ao Controle, p<0,01.

Conclusbes

Os resultados apresentados mostram que o flavonoide Naringina ndo possuli
efeito genotdxico nas células MCF-7. De acordo com o observado até o
presente nas pesquisas realizadas, as frutas citricas que contém a Naringina
podem ser consumidas normalmente pela populacdo, sem que haja algum
maleficio pela presenca desse flavonoide. Mas, outro enfoque esta sendo
dado nas pesquisas com a Naringina: a investigacdo do seu efeito protetor, e
isso é muito importante para que se descubram novas propriedades
benéficas desse flavonoide.
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